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ABSTRACT 
Utilization of In Vitro Culture Technique for Tuber Crops 
Conservation. Nurwita Dewi, Iswari S. Dewi, and Ika 
Roostika. Except for potato, sweet potato, taro, yam, and 
cassava, most of tuber crops are considered as underutilized 
crops. However, tuber crops are potential as alternative 
carbohydrate sources, so they can be used as food reserves 
to face global climate change that affects food security in 
certain area throughout the world, including Indonesia. 
Having high diversity in tuber crops germplasm, Indonesia 
must be able to conserve those germplasm to ensure their 
availability in the future. In the future, without ignoring all 
the probable constraints, the prospect in utilization of in vitro 
culture technique will be higher for improvement of 
conservation and management of genetic resources in the 
form of active and base collections. In this paper, strategy in 
developing in vitro collection of tuber crops germplasm, i.e. 
slow growth technique for medium term storage and 
cryopreservation technique for long term storage, is 
discussed including how to analyze genetic stability of the 
collections. Several national and international research 
centers dealing with research and development of in vitro 
conservation technique are presented. 
Keywords: In vitro culture, conservation, tuber crops. 
ABSTRAK 
Pemanfaatan Teknik Kultur In Vitro untuk Konservasi 
Plasma Nutfah Ubi-ubian. Nurwita Dewi, Iswari S. Dewi, 
dan Ika Roostika. Selain kentang, ubi jalar dan ubi kayu, 
umumnya tanaman ubi-ubian masih kurang pemanfaatan-
nya. Tanaman ubi-ubian berpotensi sebagai sumber karbo-
hidrat alternatif sehingga dapat menjadi cadangan pangan 
dalam menghadapi perubahan iklim global yang saat ini 
mempengaruhi ketahanan pangan di beberapa daerah ter-
tentu di dunia, termasuk di Indonesia. Indonesia yang me-
miliki diversitas yang tinggi untuk plasma nutfah ubi-ubian 
harus dapat mempertahankan ketersediaannya di masa 
depan. Tanpa mengesampingkan kendala yang akan timbul, 
peluang pemanfaatan teknik kultur in vitro sangat besar 
dalam perbaikan cara konservasi dan pengelolaan sumber 
daya genetik tanaman ubi-ubian di Indonesia, baik dalam 
bentuk koleksi aktif maupun koleksi dasar. Dalam tinjauan 
ini, dipaparkan pemanfaatan strategi penyimpanan plasma 
nutfah ubi-ubian in vitro melalui teknik pertumbuhan lambat 
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untuk konservasi jangka menengah dan penghentian per-
tumbuhan melalui kriopreservasi untuk penyimpanan 
jangka panjang, termasuk cara menganalisis kestabilan 
genetik koleksi. Di samping itu, dikemukakan juga beberapa 
institusi nasional dan internasional yang melakukan 
penelitian dan pengembangan teknik konservasi in vitro. 
Kata kunci: Kultur in vitro, konservasi, ubi-ubian. 
PENDAHULUAN 
Indonesia yang telah diakui sebagai salah satu 
pusat keanekaragaman hayati terbesar (mega 
biodiversity) di dunia memiliki banyak plasma nutfah 
tanaman pangan, di antaranya plasma nutfah ubi-
ubian. Menurut Flach dan Rumawas (1996), Indonesia 
memiliki beberapa plasma nutfah ubi-ubian sampai 
ke tingkat spesies, seperti pada Dioscorea, yaitu D. 
alata (ubi kelapa), D. hispida (gadung), dan D. 
esculenta, D. acuelata, dan D. bulbifera, serta pada 
Amorphophallus, yaitu A. campanulatus (suweg), A. 
mulleri atau A. oncophyllus (iles-iles). 
Di Indonesia, ubi jalar (Ipomoea batatas) dan ubi 
kayu (Manihot esculenta) sudah lama digunakan 
sebagai tanaman pangan penghasil karbohidrat di 
samping serealia yang menjadi tanaman pangan 
utama. Selain kedua ubi-ubian tersebut, beberapa 
jenis ubi-ubian, seperti garut (Marantha arundina), 
ganyong (Canna edulis), kentang hitam (Coleus 
tuberosus), talas (Colocasia esculenta), belitung 
(Xanthosomas agittifolium), dan Dioscorea spp. 
sangat potensial sebagai bahan pangan alternatif, ter-
utama untuk menghadapi rawan pangan akibat pe-
ningkatan jumlah penduduk dan perubahan iklim 
global yang mempengaruhi proses produksi pangan. 
Beberapa jenis ubi-ubian, seperti kentang hitam dan 
Dioscorea, ternyata selain sebagai penghasil karbohid-
rat juga mempunyai properti yang dapat dimanfaatkan 
untuk berbagai keperluan industri dan obat-obatan 
(Harijono et al., 2013; Nugraheni et al., 2011). Namun 
demikian, sampai saat ini tingkat konsumsi dan pe-
manfaatan ubi-ubian, terutama ubi-ubian minor, ma-
sih rendah dan keberadaannya juga kurang mendapat 
perhatian. 
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Untuk menjamin ketersediaannya di masa 
depan, usaha konservasi perlu dilakukan karena 
plasma nutfah ubi-ubian tersebut dikhawatirkan men-
jadi punah, baik akibat dinamika alam maupun ulah 
manusia, seperti deforestasi, terjadinya pengembang-
an secara berlebihan terhadap suatu kultivar yang 
dianggap menguntungkan secara ekonomi, dan juga 
meningkatnya alih fungsi lahan seiring dengan me-
ningkatnya pembangunan infrastruktur (Towill, 2005). 
Biji merupakan material yang umum digunakan untuk 
konservasi. Namun demikian, tidak semua aksesi 
plasma nutfah tanaman ubi-ubian dapat berbunga dan 
menghasilkan biji. Walaupun ada yang menghasilkan 
biji, biji ubi-ubian tidak dapat disimpan dalam kondisi 
kelembaban dan suhu rendah dalam jangka waktu 
yang lama (recalcitrant). Oleh sebab itu, umumnya 
konservasi plasma nutfah ubi-ubian dilakukan dalam 
keadaan tanaman tumbuh optimal secara ex situ di 
lapang atau field gene bank (Gonzales-Benito et al., 
2004). Namun, terdapat kelemahan konservasi ex situ 
di lapang, yaitu terjadinya kehilangan plasma nutfah 
akibat serangan organisme pengganggu tanaman 
(OPT), seperti hama dan penyakit, selain cekaman 
lingkungan abiotik (Towill, 2005). Untuk mengatasi 
masalah tersebut, pengembangan koleksi plasma 
nutfah secara in vitro merupakan strategi alternatif 
sebagai cadangan plasma nutfah yang dikonservasi di 
lapang. Teknologi in vitro saat ini sudah menjadi ke-
butuhan dalam strategi pemeliharaan diversitas ta-
naman dalam bentuk koleksi aktif (active collections) 
dan koleksi dasar (base collections), terutama untuk 
spesies yang perbanyakannya dilakukan secara 
vegetatif, seperti tanaman ubi-ubian (Keller et al., 
2006). Beberapa strategi yang dapat digunakan dalam 
konservasi plasma nutfah tanaman secara in vitro, 
antara lain penyimpanan dalam keadaan (a) kultur 
tumbuh normal untuk penyimpanan jangka pendek, 
(b) kultur tumbuh dengan penampilan minimal 
(growth reduction or miniaturization) karena kultur 
tumbuh sangat lambat untuk penyimpanan jangka 
menengah, dan (c) kultur sama sekali tidak tumbuh 
(suspend or stop the growth) karena kultur disimpan 
pada suhu sangat rendah (-196°C) untuk penyimpan-
an jangka panjang (Dube et al., 2011). 
Tinjauan ini akan memaparkan strategi, peluang, 
dan kendala penyimpanan melalui teknik kultur in 
vitro, yaitu metode pertumbuhan lambat (minimal or 
slow growth) dan penghentian pertumbuhan 
(cryopreservation), yang telah dikembangkan untuk 
menyimpan plasma nutfah ubi-ubian, serta teknik 
biologi molekuler yang dapat diaplikasikan untuk 
pengujian stabilitas genetik pada plasma nutfah ter-
sebut setelah penyimpanan. Di samping itu, tinjauan 
ini juga memberikan informasi tentang berbagai 
lembaga penelitian internasional yang melakukan pe-
nelitian dan pengembangan teknik konservasi plasma 
nutfah ubi-ubian in vitro.  
STRATEGI METODE PERTUMBUHAN LAMBAT 
Penyimpanan tanaman secara in vitro untuk 
koleksi aktif umumnya dilakukan dalam keadaan ta-
naman tumbuh normal dengan menggunakan formu-
lasi media untuk perbanyakan. Tanaman yang disim-
pan di media tersebut biasanya hanya dapat bertahan 
23 bulan akibat kehabisan nutrisi dan diperlukan 
subkultur kembali ke media baru (Ramkhrisna et al., 
2005). Siklus subkultur akan berpengaruh terhadap 
lama penyimpanan dan biaya pemeliharaan yang di-
perlukan dalam konservasi plasma nutfah in vitro. 
Sebaliknya, pada penyimpanan dengan metode per-
tumbuhan lambat melalui induksi penghambatan laju 
pertumbuhan, tanaman tumbuh minimal sehingga fre-
kuensi subkultur berkurang dan intervalnya mening-
kat. Hal ini tentu akan menghindarkan risiko terhadap 
hilangnya koleksi sebagai akibat dari penurunan vigor, 
kontaminasi atau terjadi kesalahan pelabelan. Pada 
dasarnya strategi penyimpanan in vitro ditujukan agar 
kapan saja diperlukan, tanaman segera dapat diper-
banyak dan didistribusikan (Towill, 2005). 
Laju metabolisme tanaman in vitro dapat diham-
bat dengan dua cara, yaitu (1) memodifikasi kompo-
nen media, melalui penggunaan regulator osmotik 
(osmoregulator) dan zat penghambat tumbuh 
(retardant), penurunan konsentrasi garam-garam 
makro, peningkatan atau penurunan konsentrasi 
sukrosa, serta (2) memodifikasi lingkungan tumbuh, 
dengan penyimpanan pada suhu rendah dan pengu-
rangan intensitas cahaya. Kombinasi dari kedua cara 
tersebut dapat pula dilakukan (Keller et al., 2006). 
Modifikasi Komponen Media 
Penggunaan regulator osmotik 
Regulator osmotik (osmoregulator) adalah suatu 
senyawa organik yang dapat mempengaruhi tekanan 
osmotik dalam media kultur sehingga mengurangi se-
rapan hara mineral dan air oleh sel atau jaringan yang 
mengakibatkan terhambatnya pertumbuhan kultur 
(Dodds dan Roberts, 1985). Sukrosa, manitol, dan sor-
bitol yang merupakan produk fotosintesis utama ba-
nyak digunakan dan dilaporkan dapat memperpan-
jang masa simpan in vitro karena dapat berfungsi se-
bagai osmoregulator (Chaorensub dan Phansiri, 2004; 
Dewi, 2002; Hassan et al., 2007; Shawky dan Aly, 
2007). 
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Sukrosa sebenarnya merupakan sumber energi 
dan sumber karbon utama dalam kultur in vitro dan 
sangat berperan dalam siklus sel (Tyas et al., 2013), 
serta pembelahan dan pembentukan sel (Dewitte dan 
Murray, 2003). Pertumbuhan tanaman dalam kultur in 
vitro sangat tergantung pada konsentrasi sukrosa yang 
diberikan. Konsentrasi sukrosa dalam media dasar 
untuk mendapatkan pertumbuhan normal adalah 30 
g/l (Murashige dan Skoog, 1962), sedangkan dalam 
konsentrasi yang sangat tinggi (90 g/l) sukrosa dapat 
berfungsi sebagai osmoregulator yang menghambat 
pertumbuhan tanaman (Pookmanee et al., 2001). 
Dalam hubungannya sebagai sumber energi, pe-
nurunan konsentrasi sukrosa (<30 g/l) dalam media 
kultur akan menyebabkan tanaman memperlambat 
siklus selnya sehingga pembelahan dan pembentukan 
sel yang berjalan lambat menyebabkan pertumbuhan 
terhambat. Hal ini ditunjukkan oleh Hassan et al. 
(2007) pada tanaman bawang putih, yaitu pada media 
yang diberi 0,1 M dan 0,2 M sukrosa dan Dioscorea 
spp. (Malaurie et al., 1993) yang terhambat pertum-
buhan akar dan tunasnya. Dari hasil penelitian Tyas et 
al. (2012) diketahui bahwa jeruk besar hanya dapat di-
simpan minimal tujuh bulan pada media MS dengan 
sukrosa 12%. Dalam kondisi ekstrim, yaitu media 
tanpa diberi sukrosa, pertumbuhan tanaman sangat 
terhambat, misalnya pada kultur kentang hitam 
(Roostika et al., 2005). Kultur ubi jalar dalam media 
tanpa sukrosa, setelah disimpan delapan bulan, bah-
kan tidak dapat bertahan hidup dan mati (Roostika 
dan Sunarlim, 2001). 
Manitol dan sorbitol merupakan gula alkohol 
polihidrik yang pada beberapa tanaman berperan 
penting dalam translokasi asimilat di dalam floem 
(Deguchi et al., 2004). Penambahan manitol atau 
sorbitol pada konsentrasi tertentu ke dalam media 
kultur dapat menghambat pertumbuhan ubi-ubian 
(Acedo, 1995; Bessembinder at al., 1993; Borges et al., 
2004; Dewi, 2002; Sunarlim et al., 2004; Unnikrishnan 
et al., 1992; Xin, 1988; Zandvoort et al., 1994). Hal ini 
disebabkan terjadinya peningkatan tekanan osmotik 
media sehingga aliran nutrisi ke dalam jaringan ta-
naman terhambat. Manitol dan sorbitol, seperti halnya 
gula, juga dapat dimetabolismekan sebagai sumber 
energi oleh tanaman sesudah beberapa bulan dalam 
penyimpanan sehingga mengurangi efektivitas waktu 
simpan karena pertumbuhan yang meningkat. 
Di International Potato Center (CIP), protokol 
penyimpanan ubi-ubian, khususnya ubi jalar, diguna-
kan sorbitol 34% (Panta et al., 2009). Pada umumnya, 
beberapa peneliti menyatakan bahwa manitol tidak 
cocok untuk penyimpanan plasma nutfah ubi-ubian 
(Engelmann, 1991; Roostika et al., 2005; Sunarlim et 
al., 1999). Dengan penggunaan manitol 4%, beberapa 
aksesi ubi jalar menurun ketegarannya (Sunarlim et 
al., 1999) atau membentuk kalus (Golmirzaie dan 
Toledo, 1999). Oleh karena itu, pemberian manitol 
umumnya dikombinasikan dengan pemberian sukro-
sa. Pada vanila, penambahan manitol (1015 g/l) yang 
seimbang dengan pemberian sukrosa pada konsen-
trasi rendah (1510 g/l) dapat menginduksi pertum-
buhan lambat dan 8090% kultur dapat disimpan 
sampai 360 hari (1 tahun) dengan syarat penyimpanan 
dalam wadah yang tertutup rapat dengan aluminium 
foil. Dengan disimpan berkali-kali pada media yang 
sama, baru setelah 7 tahun, planlet vanila pada media 
tersebut mulai menunjukkan penurunan laju per-
tumbuhan dan akhirnya mati (Divakaran et al., 2006). 
Penggunaan zat penghambat tumbuh 
Zat penghambat tumbuh yang dapat digunakan 
untuk konservasi in vitro antara lain paclobutrazol 
(PBZ), cycocel (chlormequat chloride/chlorocholine 
chloride/CCC), ancymidol, dan asam absisat (ABA). 
PBZ merupakan senyawa organik sintetik yang meng-
hambat urutan reaksi oksidasi dari ent-kaurene men-
jadi asam ent-kaurenoid dalam pembentukan asam 
giberelin (GA) dan sering ditambahkan ke dalam me-
dia kultur untuk memperpanjang masa simpan. Ketika 
pembentukan GA terhambat, walaupun pembelahan 
sel masih terjadi, sel tidak memanjang sehingga me-
nyebabkan buku dan tunas menjadi pendek (Arteca, 
1996). PBZ juga berperan dalam menginduksi modifi-
kasi morfologi, seperti pori stomata daun menjadi 
lebih kecil dan daun lebih tebal (Keatmetha et al., 
2006), meningkatkan biosintesis klorofil dalam jaring-
an tanaman (Pinchera dan Fletchev, 1994) sehingga 
batang menjadi lebih tegar dan daun menjadi lebih 
hijau, menghambat pemanjangan sel pada meristem 
subapikal, memperpendek ruas tanaman, dan mem-
pertebal batang (Cathey, 1975). PBZ dapat memper-
baiki penampilan tanaman yang disimpan dan mem-
perpanjang masa simpan pada penyimpanan bebe-
rapa aksesi ubi jalar (Roostika dan Sunarlim, 2001). 
Ancymidol sering digunakan sebagai pengganti 
manitol dalam konservasi tanaman in vitro karena pa-
da konsentrasi rendah dapat menghambat pertum-
buhan dengan menghalangi tahap pembentukan ent-
kaurene menjadi ent-kaurenol dan oksidasi ent-
kaurenal menjadi asam ent-kaurenoid pada lintasan 
biosintesis GA (Sarkar et al., 2001). Di samping itu, 
ancymidol juga dapat menghambat sintesis selulosa 
sehingga menghambat sintesis dan pemanjangan 
dinding sel (Hofmannová et al., 2008). Penggunaan 
ancymidol hingga 5 ppm dapat menghambat pertum-
buhan ubi jalar hingga masa simpan 8 bulan. Untuk 
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memperpanjang masa simpan, peningkatan konsen-
trasi diduga dapat dilakukan karena ancymidol tidak 
menimbulkan toksisitas, namun hal ini tidak disaran-
kan karena harga ancymidol relatif mahal (Roostika 
dan Sunarlim, 2001). 
Cycocel dapat menghambat pertumbuhan ta-
naman. Penggunaannya hingga konsentrasi 500 mg/l 
dapat menghambat pertumbuhan ubi jalar, namun 
konsentrasi yang lebih tinggi dapat bersifat toksik bagi 
tanaman (Golmirzaie dan Toledo, 1999). ABA merupa-
kan hormon pertumbuhan yang berperan sebagai 
inhibitor sehingga dapat menghambat pembelahan 
dan pemanjangan sel. Penambahan ABA 520 mg/l ke 
dalam media dapat menghambat pertumbuhan ubi 
jalar (Golmirzaie dan Toledo, 1999) dan Dioscorea 
(IITA, 2012), namun penggunaan ABA, seperti juga 
Cycocel, dalam konservasi in vitro jarang dilakukan. 
Pengenceran garam-garam mineral 
Pertumbuhan lambat dapat dilakukan dengan 
menggunakan media dasar yang diencerkan antara 
setengah dan seperempat bagian dari formulasi dasar. 
Pengenceran media menjadi setengah atau seper-
empat bagiannya menyebabkan berkurangnya unsur 
makro, terutama NH4+ dan NO3-, sehingga nitrogen 
(N) sebagai unsur yang penting untuk pertumbuhan 
menjadi berkurang dan berakibat pertumbuhan biak-
an terhambat. Penggunaan ¼ MS pada Amorphopallus 
onchophyllus dapat memperpanjang masa simpan 
(Pookmanee et al., 2001), namun penggunaan ½ MS 
dan ¼ MS pada ubi jalar menyebabkan pengkalusan 
pada batang. Keadaan ini sesuai dengan pendapat 
George dan Sherington (1984) yang menyatakan bah-
wa media dengan konsentrasi hara makro sangat ren-
dah akan mendorong pertumbuhan kalus dan akar. 
Kondisi ini tidak direkomendasikan untuk konservasi 
in vitro karena pembentukan kalus cenderung menye-
babkan variasi somaklonal. 
Modifikasi Lingkungan Fisik 
Suhu rendah 
Menurunkan suhu lingkungan tumbuh hingga 
mendekati 0°C untuk tanaman subtropis dan bebe-
rapa derajat di bawah normal untuk tanaman tropis 
dapat mengurangi kecepatan pertumbuhan pada ba-
nyak tanaman (Dodds dan Roberts, 1985; George dan 
Sherington, 1984). Hal ini disebabkan suhu rendah 
menginduksi akumulasi lemak tidak jenuh pada 
membran sel sehingga membran sel menjadi tebal 
dan akibatnya pembelahan dan pemanjangan sel ter-
hambat. Konservasi pada suhu 9°C dalam keadaan 
gelap (Staritsky et al., 1986) dan suhu 4°C (He dan Li, 
1999) pada talas, serta suhu 10°C pada belitung 
(Xanthosoma sagittifolium) (Acheampeong, 1982 
dalam Hensaw, 1987) dapat memperpanjang masa 
simpan hingga 13 tahun. Penurunan suhu juga telah 
diaplikasikan pada Dioscorea, yaitu dengan suhu 
inkubasi 1022°C sehingga dapat disimpan selama 12 
tahun (Ng dan Ng, 1997), sedangkan beberapa aksesi 
talas dapat disimpan pada suhu 20°C selama 912 
bulan (Taylor, 1996). Dalam kisaran genotipe yang 
luas, ubi jalar memerlukan kisaran suhu penyimpanan 
yang cukup besar, yaitu 1827°C (Panta et al., 2009). 
Sebaliknya, beberapa spesies, seperti ubi kayu 
(Aladele dan Kuta, 2008) dan Dioscorea (Mandal dan 
Chandel, 1996), sangat sensitif terhadap penyimpanan 
dengan suhu rendah karena dapat menimbulkan 
fenolisasi dan nekrosis (Desamero, 1990 dalam 
Golmirzaie dan Toledo, 1999). Umumnya, pengguna-
an suhu rendah untuk penyimpanan in vitro dikom-
binasikan dengan modifikasi media (Pookmanee, 
2001; Zandvoort et al., 1994). Secara umum, tanaman 
tropis biasanya kehilangan viabilitasnya bila disimpan 
pada suhu rendah (Golmirzaie dan Toledo, 1999). 
Pengurangan intensitas cahaya 
Selain menggunakan gula yang tersedia dalam 
media sebagai sumber karbon, biakan juga menggu-
nakan gula dari hasil fotosintesis. Melalui pengurang-
an intensitas cahaya, masa simpan dapat diperpan-
jang karena intensitas cahaya rendah dapat meng-
hambat kecepatan tumbuh dengan mengurangi pro-
ses fotosintesis dan metabolisme (Huges, 1981 dalam 
Golmirzaie dan Toledo, 1999). 
KRIOPRESERVASI 
Teknik kriopreservasi merupakan penyimpanan 
material tanaman pada suhu sangat rendah dalam 
nitrogen cair (suhu -196°C). Teknik ini merupakan ca-
ra yang ideal untuk menyimpan plasma nutfah dalam 
jangka panjang karena tidak diperlukan subkultur 
(Engelmann, 1997; Kartha dan Engelmann, 1994; 
Reed, 2001). Kestabilan genetik tanaman diasumsikan 
dapat terjaga pada saat eksplan ditumbuhkan kem-
bali. Keadaan ini dimungkinkan karena pada suhu sa-
ngat rendah seluruh proses metabolisme dan pem-
belahan sel berlangsung sangat lambat atau bahkan 
terhenti (Kartha dan Engelmann, 1994). Teknik krio-
preservasi yang dapat digunakan meliputi teknik kla-
sik yang didasarkan pada teknik pembekuan lambat/ 
bertahap (slow-freezing/two-step freezing) dan teknik 
baru yang didasarkan pada vitrifikasi (Engelmann, 
2000). 
Teknik klasik didasarkan pada freeze-induce 
dehydration, yaitu dehidrasi yang diinduksi melalui 
pembekuan pada suhu di bawah titik beku air (hingga 
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-40°C). Teknik lama sering disebut juga sebagai teknik 
pembekuan lambat atau teknik pembekuan dua 
tahap yang meliputi inkubasi sel pada krioprotektan 
(12 µl) yang menyebabkan dehidrasi moderat lalu 
diikuti dengan pembekuan lambat dengan kecepatan 
1°C/menit dan pembekuan dalam nitrogen cair. 
Eksplan yang cocok digunakan pada kriopreservasi 
dengan teknik klasik, yaitu yang berasal dari kultur 
yang tidak terdiferensiasi, seperti suspensi sel dan 
kalus serta spesies yang toleran terhadap suhu ren-
dah, sedangkan yang tidak cocok digunakan, yaitu 
tunas apikal, embrio zigotik dan embrio somatik serta 
spesies tanaman tropis (Engelmann, 1997; Takagi, 
2000). Teknik ini telah berhasil digunakan untuk krio-
preservasi ubi kayu, namun teknik pembekuan ber-
tahap kurang diaplikasikan secara luas karena me-
merlukan peralatan pendingin (freezer) yang mahal 
(Danso dan Ford-Llyod, 2011; Escobar et al., 1997). 
Pada ubi jalar dan gembili, penggunaan teknik klasik 
menunjukkan kemampuan hidup kultur yang rendah 
(Benson et al., 2011). 
Teknik baru yang berdasarkan vitrifikasi, terdiri 
atas enkapsulasi dehidrasi, vitrifikasi, enkapsulasi vitri-
fikasi, desikasi, pratumbuh (pregrowth), pratumbuh 
desikasi, dan droplet.  
Enkapsulasi-dehidrasi 
Teknik ini didasarkan pada penggunaan benih 
sintetik. Metodenya sederhana, namun memerlukan 
benih sintetik yang cukup banyak dan hanya dapat di-
gunakan pada tanaman yang toleran terhadap kon-
sentrasi sukrosa tinggi. Teknik ini telah dikembangkan 
pada ubi kayu (Sakai, 2004). 
Vitrifikasi 
Teknik ini didasarkan pada proses vitrifikasi, 
yaitu proses pembentukan struktur berupa kaca 
(meta-stable glass) pada suhu yang sama dengan atau 
di bawah titik beku larutan tertentu. Metodenya lebih 
sederhana daripada enkapsulasi-dehidrasi, banyak di-
gunakan untuk tanaman yang peka terhadap perlaku-
an suhu rendah (Takagi et al., 1997). Teknik vitrifikasi 
telah digunakan secara luas pada banyak tanaman 
(Sakai dan Engelmann, 2007), di antaranya ubi kayu, 
ubi jalar, dan Dioscorea spp. Faktor pembatas teknik 
ini, yaitu diperlukannya toleransi yang cukup tinggi 
dari bahan tanaman terhadap larutan vitrifikasi (Sakai 
dan Engelmann, 2007).  
Enkapsulasi-vitrifikasi 
Teknik ini merupakan kombinasi antara teknik 
enkapsulasi-dehidrasi dan vitrifikasi. Pada teknik ini, 
bahan tanaman dienkapsulasi dalam kapsul alginat, 
kemudian dilakukan dehidrasi jaringan dengan meng-
gunakan larutan krioprotektan, selanjutnya dilakukan 
pembekuan jaringan. Teknik ini dapat digunakan 
pada tanaman yang peka terhadap perlakuan desikasi 
dan telah digunakan pada banyak tanaman, seperti 
Dioscorea spp., ubi jalar, dan ubi kayu (Sakai dan 
Engelmann, 2007; Sakai et al., 2008).  
Desikasi 
Desikasi merupakan teknik yang paling seder-
hana, yaitu tanaman yang telah didesikasi, kemudian 
secara cepat direndam ke dalam nitrogen cair. Teknik 
ini sangat sesuai untuk tanaman yang toleran ter-
hadap desikasi. Teknik ini tidak dikembangkan untuk 
penyimpanan ubi-ubian. 
Pratumbuh (pregrowth) 
Pratumbuh merupakan teknik dengan bahan 
tanaman yang diperlakukan dengan krioprotektan, ke-
mudian secara cepat direndam ke dalam nitrogen 
cair. Teknik ini relatif sederhana dan murah, tetapi ke-
sulitannya terjadi dalam memanipulasi jaringan 
embriogenik tanpa enkapsulasi. Teknik ini tidak di-
kembangkan untuk penyimpanan ubi-ubian. 
Pratumbuh-desikasi 
Pratumbuh-desikasi adalah teknik kriopreservasi 
dengan bahan tanaman yang diperlakukan dengan 
krioprotektan, kemudian secara cepat dimasukkan ke 
nitrogen cair. Teknik ini telah digunakan pada embrio 
zigotik kelapa dan kelapa sawit (Engelmann, 2000), 
namun belum ditemukan laporan pada ubi-ubian. 
Droplet-vitrifikasi 
Droplet-vitrifikasi adalah teknik kriopreservasi 
dengan materi tanaman yang diperlakukan dengan 
larutan krioprotektan, kemudian diletakkan di atas 
aluminium foil dan ditetesi larutan krioprotektan, ke-
mudian secara cepat dimasukkan ke dalam nitrogen 
cair. Teknik ini secara rutin telah diterapkan untuk 
konservasi jangka panjang pada kentang dan pisang 
(Panis et al., 2005), juga telah berhasil digunakan pada 
berbagai jenis tanaman, seperti bawang putih, pe-
paya, dan ubi-ubian seperti talas, Dioscorea spp., dan 
ubi jalar (Leunufna, 2007; Sakai dan Engelmann, 
2007). 
Penelitian kriopreservasi telah banyak dilakukan 
pada beberapa jenis plasma nutfah ubi-ubian (Tabel 
1). Protokol kriopreservasi untuk ubi kayu telah diper-
oleh dengan menggunakan metode klasik (Escobar et 
al., 1997) dan enkapsulasi-dehidrasi (Escobar et al., 
2000), serta untuk ubi jalar dan pisang dengan droplet-
vitrifikasi (Panis et al., 2005). 
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Aplikasi teknik kriopreservasi secara rutin pada 
tanaman ubi-ubian masih terbatas pada lembaga-
lembaga penelitian tertentu, seperti CIP untuk konser-
vasi plasma nutfah ubi jalar (Lizzaraga et al., 1992; 
Tay, 2000) dan ganyong (Panta, 2009), International 
Institute of Tropical Agriculture (IITA) untuk Dioscorea 
spp. dan ubi kayu, International Center for Tropical 
Agriculture (CIAT) untuk ubi kayu (Ashmore, 1997), 
dan Centre for Pacific Crops and Trees-Secretariat of 
the Pacific Community (CePaCT-SPC) untuk talas. Di 
Indonesia, beberapa penelitian teknik kriopreservasi 
telah dilakukan, antara lain di Balai Besar Penelitian 
dan Pengembangan Bioteknologi dan Sumber Daya 
Genetik Pertanian (BB Biogen) pada tanaman ubi 
kayu dan ubi jalar (Roostika et al., 2004a; 2004b) dan 
Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia (LIPI) pada 
tanaman ubi kayu (Sudarmonowati, 2000). 
PENGUJIAN STABILITAS GENETIK PADA PLASMA 
NUTFAH PASCAKONSERVASI 
Tujuan konservasi adalah melestarikan plasma 
nutfah yang dimiliki agar dapat dimanfaatkan untuk 
masa kini dan mendatang. Dalam kegiatan tersebut, 
pemeliharaan stabilitas genetik merupakan hal yang 
sangat penting diperhatikan untuk menjamin plasma 
nutfah yang disimpan tetap sesuai dengan identitas 
asalnya. Dalam kegiatan konservasi in vitro, untuk 
menghindari ketidakstabilan genetik, biasanya diguna-
kan bahan tanaman yang telah mengalami diferen-
siasi, seperti kultur embrio, tunas, dan planlet 
(Withers, 1991) karena jenis eksplan yang digunakan 
relatif stabil terhadap variasi somaklonal. Berbagai 
metode dapat digunakan untuk mengevaluasi ke-
stabilan genetik dan kerusakan yang mungkin terjadi 
akibat konservasi in vitro (Benson et al., 2011), di 
antaranya analisis morfologi, histologi, sitologi, 
biokimia, dan molekuler. 
 
 
Analisis morfologi 
Analisis morfologi di lapang dapat dilakukan 
dengan menggunakan deskriptor tanaman yang di-
amati. Analisis dilakukan dengan membandingkan pe-
nampilan fenotipik tanaman hasil konservasi in vitro 
dengan tanaman asalnya. Untuk menjamin kepastian 
kestabilan genetik, analisis (karakterisasi) morfologi 
perlu dikombinasikan dengan analisis molekuler ka-
rena hasil analisis morfologi sangat dipengaruhi oleh 
lingkungan. Analisis morfologi dilakukan secara rutin 
terhadap koleksi kultur in vitro ubi kayu di CIAT dan 
ubi jalar di CIP. 
Analisis histologi dan sitologi 
Analisis histologi dan sitologi dapat dilakukan 
dengan mengamati integritas jaringan, analisis kromo-
som, dan tingkat ploidi. Analisis tersebut telah dilaku-
kan pada kentang yang disimpan secara enkapsulasi-
dehidrasi (Benson et al., 1996). Hasilnya menunjukkan 
bahwa tanaman kentang hasil kriopreservasi bersifat 
stabil dan tidak berbeda dengan tanaman kontrolnya. 
Analisis biokimia 
Analisis biokimia dapat dilakukan melalui anali-
sis isoenzim. Isoenzim dapat digunakan untuk menga-
rakterisasi plasma nutfah karena analisis tersebut 
relatif lebih stabil terhadap lingkungan daripada anali-
sis morfologi dan umumnya bersifat polimorfik, 
namun penggunaannya terbatas karena tidak dapat 
mendeteksi tingkat variasi yang sedikit (Shukla et al., 
2004). Di CIAT, analisis isoenzim telah digunakan 
untuk menganalisis kestabilan genetik ubi kayu hasil 
penyimpanan in vitro. 
Analisis molekuler 
Analisis molekuler dapat dilakukan antara lain 
dengan Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), 
Simple Sequence Repeat (SSR), dan Amplified 
Fragment Length Polymorphism (AFLP). Analisis 
molekuler digunakan untuk menganalisis tanaman 
Tabel 1. Hasil penelitian kriopreservasi pada berbagai jenis ubi-ubian. 
 Komoditas Jenis eksplan Teknik kriopreservasi Pustaka 
 Ubi kayu Tunas pucuk Vitrifikasi Charoensub et al. (2000); Ng dan Ng (2000) 
 Ubi kayu Tunas pucuk Enkapsulasi-dehidrasi Escobar et al. (2000) 
 Ubi jalar Tunas pucuk Vitrifikasi Towill dan Jarret (1992) 
 Ubi jalar Tunas pucuk Enkapsulasi-vitrifikasi Hirai dan Sakai (2003) 
 Amorphopallus sp. Tunas pucuk Vitrifikasi Zhang et al. (2001) 
 Dioscorea alata  Tunas pucuk Vitrifikasi Ng dan Ng (2000) 
 Dioscorea spp. Tunas pucuk Enkapsulasi-dehidrasi Malaurie et al. (1998); Mandal et al. (1996) 
 Dioscorea spp. Tunas pucuk Vitrifikasi Kyesmu dan Takagi (2000); Mandal (2000) 
 Talas Tunas pucuk Enkapsulasi-dehidrasi Taylor (1996)  
 Talas Tunas pucuk Droplet-vitrifikasi Sant et al. (2008a) 
 Talas Tunas pucuk  Vitrifikasi Sant et al. (2008b); Takagi et al. (1997) 
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sampai pada tingkat DNA terhadap ada tidaknya 
perubahan genetik pada materi yang dikonservasi. 
Analisis berbasis DNA ini lebih disukai karena bersifat 
polimorfis dan tidak dipengaruhi lingkungan (Peredo 
et al., 2008). 
Beberapa contoh aplikasi analisis molekuler 
pada tanaman hasil konservasi, yaitu analisis RFLP 
dan RAPD pada ubi kayu yang disimpan dengan per-
tumbuhan lambat (Angel et al., 1996) dan analisis 
RAPD untuk Dioscorea spp. yang disimpan secara 
kriopreservasi dengan teknik vitrifikasi dan 
enkapsulasi-dehidrasi (Mandal et al., 2008). Hasil 
analisis molekuler menunjukkan adanya kestabilan 
genetik dari bahan tanaman yang disimpan dengan 
kedua teknik konservasi tersebut. 
Analisis epigenetik 
Adanya ketidakstabilan genetik berupa metilasi 
DNA dilaporkan pada kentang yang dikriopreservasi 
dengan pembekuan cepat (Harding, 1997) dan pada 
jeruk yang dikriopreservasi dengan cara vitrifikasi 
(Hao dan Deng, 2002), serta perubahan kromatin pada 
mahogani (Swieteria macrophylla) yang dikriopreser-
vasi dengan pembekuan lambat (Harding et al., 2000). 
KONSERVASI IN VITRO UBI-UBIAN DI BERBAGAI 
LEMBAGA PENELITIAN 
Penelitian, pengembangan, dan pemanfaatan 
teknik kultur in vitro untuk konservasi tanaman ubi-
ubian telah dilakukan di berbagai pusat penelitian 
yang berada di bawah naungan Consortium of 
International Agricultural Research (CGIAR), seperti 
Bioversity, CIP, CIAT, dan IITA. CGIAR telah mengem-
bangkan dan menggunakan strategi konservasi in vitro 
secara rutin pada tanaman kentang, ubi jalar, ubi 
kayu, Dioscorea spp., dan pisang di lembaga-lembaga 
penelitian terkait, juga menerima duplikat kultur in 
vitro yang dikonservasi dari lembaga penelitian lain. 
Bioversity, sebelumnya dikenal sebagai 
International Plant Genetic Research Institute (IPGRI) 
atau International Board for Plant Genetic Resouces 
(IBPGR), menaruh perhatian terhadap pengembangan 
strategi dan teknologi konservasi dengan menggunaan 
metode yang tepat, di antaranya konservasi in vitro 
untuk jangka pendek dan jangka panjang (kriopreser-
vasi). Bioversity secara rutin menggunakan metode 
konservasi in vitro untuk kentang, ubi jalar, ubi kayu, 
dan Dioscorea di lembaga-lembaga penelitian terkait, 
juga memberikan pelatihan, bantuan, dan distribusi 
pustaka yang berhubungan dengan konservasi in vitro. 
Beberapa bank gen in vitro mengoleksi ubi-ubian 
secara rutin. Sebagai contoh, koleksi in vitro terbanyak 
terdapat di bank gen in vitro CIP (Tay, 2000), terutama 
untuk ubi jalar dan ganyong yang disimpan dengan 
metode pertumbuhan lambat untuk penyimpanan 
jangka menengah (Lizzaraga et al., 1992) dan kriopre-
servasi untuk penyimpanan jangka panjang (Tay, 
2000). Bank gen in vitro CIAT mengoleksi lebih dari 
lima ribu genotipe ubi kayu dengan metode pertum-
buhan lambat, yaitu menggunakan pengenceran 
media dasar atau penurunan taraf sukrosa (Ashmore, 
1997) untuk penyimpanan jangka menengah dan krio-
preservasi untuk jangka panjang (Thro et al., 1996). 
CePaCT-SPC memiliki koleksi in vitro talas terbanyak 
yang disimpan dengan metode pertumbuhan lambat 
(Secretariat of the Pacific Community, 2002; Taylor, 
2000), sedangkan IITA telah mengoleksi 1.000 aksesi 
Dioscorea dengan metode pertumbuhan lambat (IITA, 
2012). Meskipun BB Biogen belum memiliki bank gen 
in vitro hingga tahun 2012, kegiatan konservasi in vitro 
telah rutin dilakukan untuk tanaman ubi jalar, ubi 
kayu, dan talas. 
Dalam rangka mengembangkan kualitas dan 
sistem manajemen risiko di bank gen in vitro, baik 
CIAT, CIP maupun IITA telah melakukan perbaikan 
dan standardisasi prosedur penyimpanan tanaman 
yang diperbanyak secara vegetatif dan melakukan 
safety back up collection di antara bank gen tersebut, 
yaitu black box ubi jalar di CIAT dan black box ubi 
kayu di CIP (Panta et al., 2009). BB Biogen telah 
menyimpan koleksi in vitro ubi jalar di CIP dan talas di 
CePaCT sebagai duplikat. Standar bank gen untuk in 
vitro dan kriopreservasi telah disusun oleh FAO (FAO, 
2014) 
PROSPEK DAN KENDALA APLIKASI KONSERVASI           
IN VITRO DI INDONESIA 
Keanekaragaman jenis ubi-ubian dan beragam-
nya varietas yang ada di Indonesia harus dipertahan-
kan. Teknik kultur in vitro dan kriopreservasi dapat di-
gunakan untuk mengonservasi plasma nutfah ubi-
ubian karena spesies ini sulit dikonservasi dalam ben-
tuk biji. Banyak peluang penelitian dan pengujian 
untuk memperoleh metode konservasi in vitro yang 
tepat bagi masing-masing jenis dan varietas, baik 
dengan teknik pertumbuhan lambat maupun kriopre-
servasi. Namun demikian, penerapan teknik konser-
vasi secara in vitro tentu akan memerlukan biaya, 
ruangan khusus, peralatan, dan sumber daya manusia 
(SDM) yang memadai dan terlatih (skillfull). Hal ini 
disebabkan kegiatan mengonservasi harus didukung 
oleh protokol standar. 
Sampai saat ini, dengan teknik induksi pertum-
buhan lambat (slow growth) dan penghentian per-
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tumbuhan dengan suhu sangat rendah 
(cryopreservation), baru beberapa jenis ubi-ubian 
yang termasuk genus Ipomoea, Manihot, Dioscorea, 
dan Amorphophallus yang telah berhasil dikonservasi, 
namun kegiatan pengujian kestabilan genetik belum 
dilakukan pada plasma nutfah yang telah dikonservasi 
pada jangka waktu tertentu. Kerja sama penelitian 
tampaknya perlu dilakukan dengan manajemen ber-
ada di bawah CGIAR yang lebih maju dalam teknik 
konservasi in vitro untuk meningkatkan pengetahuan 
dan teknik dari SDM yang ditugaskan untuk mengelola 
pelestarian plasma nutfah ubi-ubian. Bahan kimia dan 
beberapa syarat khusus, seperti pasokan aliran listrik 
yang stabil, khususnya untuk teknik pertumbuhan 
lambat, dan ketersediaan nitrogen cair serta sistem 
keamanan (safety) dalam penanganan tangki nitrogen 
cair, khusus untuk kriopreservasi, harus dapat dijamin 
kontinu. 
KESIMPULAN 
Kemajuan bidang bioteknologi membuka ke-
sempatan untuk lebih baik lagi dalam usaha konser-
vasi dan pemanfaatan plasma nutfah ubi-ubian di 
Indonesia. Dengan berbagai keuntungan yang diper-
oleh dari konservasi plasma nutfah secara in vitro, 
antara lain hemat dalam pemakaian ruangan, dapat 
menyimpan koleksi tanaman yang hampir punah dan 
tanaman yang tidak menghasilkan biji, bebas dari ce-
kaman biotik dan abiotik, dan mempermudah distri-
busi terutama untuk keperluan pertukaran antar ne-
gara, maka kultur in vitro dapat dipertimbangkan 
sebagai salah satu metode konservasi yang efektif dan 
efisien. Kestabilan genetik dari plasma nutfah yang di-
konservasi dapat dilakukan bertahap mulai dari 
analisis morfologi sampai molekuler. 
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